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胶原诱导 Ｗｉｓｔａｒ 和 Ｌｅｗｉｓ 大鼠类风湿关节炎模型
病理特点的比较

施佳君，陈方明，马全鑫，陈　 诚，陈姣姣，郁　 晨，陈民利∗

（浙江中医药大学比较医学研究所动物实验研究中心，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨牛 ＩＩ 型胶原（ＣＩＩ）诱导 Ｗｉｓｔａｒ 和 Ｌｅｗｉｓ 大鼠类风湿关节炎（ＲＡ）模型的病症表现与病理

特点的差异性。 方法　 采用尾根部皮内注射与 ＣＦＡ 混合液进行首次免疫，１４ ｄ 时注射牛 ２ 型胶原（ＣＩＩ）与弗氏完

全佐剂（ＩＦＡ）混合液加强免疫，建立 Ｗｉｓｔａｒ 和 Ｌｅｗｉｓ 大鼠 ＲＡ 模型，观察 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组和 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组发病情况，测定

足肿胀度和血清抗 ＣＩＩ 抗体效价水平，在第 １２ 周进行足趾形态和组织的病理学检查，测定踝关节滑膜 ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃１７Ａ 的表达。 结果　 胶原诱导后，Ｗｉｓｔａｒ 与 Ｌｅｗｉｓ 大鼠分别在第 １０ 天和 １４ 天出现后足肿胀，第 ２１ 天和

２４ 天达到高峰，血清抗 ＣＩＩ 抗体效价第 ３ 周后显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），关节炎指数（ＡＩ）明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｗｉｓｔａｒ⁃
ＲＡ 组的成模率 ８０％ ，第 ５ 周足肿胀消退并进入平缓期，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组的成模率 １００％ ，第 ７ 周足肿胀消退并进入平

缓期；在 １２ 周时两模型组均发现关节严重软骨侵蚀、滑膜增生以及炎症细胞浸润，关节滑膜血管新生和血管翳形

成，后肢股骨和胫骨骨密度明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），关节滑膜中 ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７Ａ 表达显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），ＩＬ⁃１０ 表达明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比较，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组足容积和足掌厚度增长持续时间较长，
ＡＩ 高于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组，滑膜血管新生和血管翳形成更明显，踝关节滑膜 ＶＥＧＦ 表达显著高于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而 ＩＬ⁃１７Ａ 表达显著低于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 模型和 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 模型均出现关节肿

胀、变形、活动减少等症状，关节炎指数升高，关节滑膜中 ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７Ａ 的表达增加，ＩＬ⁃１０ 表达下降，与临床

相符。 但 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 模型肿胀持续时间短，而 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 模型肿胀持续时间长，关节损伤也更为严重，血管新生和血

管翳形成更明显；Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 模型 ＩＬ⁃１７Ａ 表达高，而 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 模型则 ＶＥＧＦ 高表达，这可能与其病理特点有关。
【关键词】 　 类风湿关节炎；牛 ＩＩ 型胶原；Ｗｉｓｔａｒ 大鼠；Ｌｅｗｉｓ 大鼠；病理特点
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ｐａｎｎｕｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｒｅ ｍｏｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１７Ａ ｉｎ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ
ｍｏｄｅｌ ｈａｓ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＶＥＧＦ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ｂｏｖｉｎｅ ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｏｌｌａｇｅｎ； Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ； Ｌｅｗｉｓ ｒａｔ； ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种

慢性、炎症性、系统性的自身免疫性疾病，其主要的

病理学特征为关节滑膜组织增生以及骨、软骨等结

构进行性病变，最终导致关节畸形，功能丧失，严重

影响人们的生活质量［１］。 动物模型是研究 ＲＡ 发病

机制和防治方法的重要环节。 牛 ＩＩ 型胶原诱导啮

齿类动物形成胶原诱导性关节炎（ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＣＩＡ）为常用的 ＲＡ 模型，尤其在药效学评

价研究中大鼠 ＣＩＡ 模型使用最多，国际上大多使用

Ｌｅｗｉｓ 大鼠造模［２ － ３］，而国内大多用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠造

模［４ － ５］。 我们在前期研究工作中虽也发现 Ｌｅｗｉｓ 大

鼠和 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠在成模率和对胶原的敏感性上有

差异，但这两种模型在病症表现和病理特点上的差

异尚不清楚。 为此，本研究对胶原诱导的 Ｗｉｓｔａｒ 和
Ｌｅｗｉｓ 大鼠 ＲＡ 模型的病症病理特点进行了比较研

究，为大鼠 ＲＡ 模型动物的选择应用提供参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠与 Ｌｅｗｉｓ 大鼠各 １６ 只，
体重为（１７０ ± １０）ｇ，购自北京维通利华实验动物有

限公司［ＳＣＸＫ（京）２０１２ － ０００１］；饲养于浙江中医

药大学动物实验研究中心屏障环境实验室［ ＳＹＸＫ
（浙）２０１３ － ０１８４］；环境温度（２３ ± １）℃；相对湿度

５０％～ ６５％ ；光照 １２ ｈ 明暗交替（早 ７：３０ ～ 晚 １９：
３０）；噪音： ＜ ５０ ｄＢ。 大鼠饲养于 ＩＶＣ 中，每笼 ３ 只

饲养，自由饮食；试验期间，遵循 ３Ｒ 原则给予实验

动物人道主义关怀，福利伦理审查证号 ［ ＺＳＬＬ －
２０１６ － ８４］。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

牛 ＩＩ 型胶原（ＣＩＩ）（２００２１）购自 Ｃｈｏｎｄｒｅｘ 公司；
弗氏完全佐剂 （ ＣＦＡ） （ Ｆ５８８１）、弗氏不完全佐剂

（ＩＦＡ）（Ｆ５５０６）、一抗 ＶＥＧＦ（ ｓｃ⁃７２６９）等购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司；ＩＬ⁃６ （ ａｂ９３２４）、ＩＬ⁃１０ （ ａｂ３３４７１）和 ＩＬ⁃１７
（ａｂ２１４５８８）等购自 Ａｂｃａｍ 公司；二抗：ＰＶ⁃８０００ 通

用型二抗试剂盒（含 ＤＡＢ 显色液）购自中杉金桥公

司；ＨＲＰ 标记兔抗大鼠二抗（ＢＡ１０５８）购自 ＢＯＳＴＥＲ
公司；ＴＭＢ 底物溶液（ Ｊ６４４）购自 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司；苏
木色精（Ｍ０８２０）购自上海伯奥生物科技有限公司；
曙红 Ｙ 水溶（７１０１４５４４）购自国药集团化学试剂有

限公司。
ＹＬＳ⁃７Ｃ 足趾容积测量仪（山东济南益延科技

有限公司）；电子数显游标卡尺（Ｅｘｐｌｏｉｔ 公司）；多功

能酶标仪（赛默飞世尔科技公司）； ＰＬＸ７０００Ｂ 高频
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Ｃ 臂 Ｘ 射线系统 （南京 Ｐｅｒｌｏｖｅ 医疗设备公司）；
ＡＳＰ２００Ｓ 全自动脱水机（Ｌｅｉｃａ 公司）；ＡＰ２８０⁃２ 包埋

机（Ｍｉｃｒｏｍ 公司）；半自动切片机 （ Ｌｅｉｃａ 公司）；
ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 数字切片扫描仪（滨松光子公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 免疫原的制备

４℃ 无菌条件下，将 ＣＩＩ 冻干粉溶解于 ０􀆰 ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸溶液中，配制浓度为 ２ ｍｇ ／ ｍＬ，与等体积

的 ＣＦＡ 或 ＩＦＡ 充分混匀乳化（即每 １ ｍＬ 含 １ ｍｇ
ＣＩＩ），采用注射器双推 ２０ ｍｉｎ，现配现用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物分组与造模

取 Ｌｅｗｉｓ 和 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠各 ６ 只为 Ｌｅｗｉｓ 正常对

照组、Ｗｉｓｔａｒ 正常对照组，其余各 １０ 只尾根部皮内

注射 ＣＩＩ 和 ＣＦＡ 的 １ ∶ １乳化混合液进行首次免疫，
其中，Ｌｅｗｉｓ 大鼠每只注射 ０􀆰 ３ ｍＬ，Ｗｉｓｔａｒ 大鼠每只

注射 ０􀆰 ４ ｍＬ；第 １４ 天加强免疫，均注射 ＣＩＩ 和 ＩＦＡ
的 １∶ １乳化混合液每只 ０􀆰 ２ ｍＬ，建立 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 模型

和 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 模型，即为 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组和 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ
组。 每日观察各组的发病情况，每周测定各组大鼠

足肿胀程度，每隔 ３ 周评估关节炎指数，并测定关节

炎血清抗 ＣＩＩ 抗体效价，第 １２ 周时进行 Ｘ 射线检查

和组织病理学观察。
１􀆰 ３􀆰 ３　 一般情况观察

观察各组大鼠的行为活动、精神状态、发病等

情况，并记录发病时间和发病数量计算发病率。
１􀆰 ３􀆰 ４　 关节肿胀和变形情况观察

每周称取大鼠体重，并测定各组大鼠后足的足容

积和足掌厚度，测定后足容积时将每只大鼠后足踝关

节上 ０􀆰 ５ ｃｍ 处做好标记，测量时使该标记与足趾容

积测量仪的浴槽水平面齐平，通过排水法测算出足容

积，计算左右后足足容积的平均值和足容积增长率

（每周足容积 － 第 １ 周足容积）
第 １ 周足容积 × 体重

× １００％。 测定各组

大鼠后足的足掌厚度时用游标卡尺测定足掌肿胀最

大处的厚度，计算左右后足足掌厚度的平均值和足掌

厚度增长率 （每周足掌厚度 － 第 １ 周足掌厚度）
第 １ 周足掌厚度 × 体重

×

１００％，并于第 ３ 周、６ 周、９ 周、１２ 周进行关节炎指数

（ＡＩ）评分。 ＡＩ 评分规则如下：０ 分，正常；１ 分，足部

出现可见的轻微红肿（肿胀区域限于掌心或踝关

节）；２ 分，脚踝至脚掌出现明显的红肿；３ 分，整个

脚掌红肿并累及脚趾；４ 分，严重的肿胀并出现关节

变形，不能负重［６］。 四个肢体评分相加得到 ＡＩ 总

分。 首次免疫后第 １２ 周各组大鼠腹腔注射 ３％ 戊

巴比妥钠 ４５ ｍｇ ／ ｋｇ 进行麻醉，俯卧位进行 Ｘ 射线影

像学检查，设定 Ｘ 射线参数为 ５４ ｋＶ、０􀆰 ６ Ａｍ。
１􀆰 ３􀆰 ５　 病理学观察

观察结束后，各组大鼠实施过量麻醉安死术，
沿后肢正中纵行切开皮肤直至暴露出膝关节，从膝

关节囊上缘向上 １ ｃｍ 处剪断下肢，分离剥除肌肉，
迅速放入福尔马林固定。 固定 ７２ ｈ 后，关节置 １０％
甲酸中脱钙 ４ 周，待针刺骨组织无阻力感时即为脱

钙完成，进行常规的脱水包埋后切成 ４ μｍ 的薄片，
行苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察其病理变化。
１􀆰 ３􀆰 ６　 免疫学相关指标的测定

每隔 ３ 周，眼眶取血 ０􀆰 ６ ｍＬ，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，取其上清， － ８０℃冰箱保存，用于检测血清

中抗 ＣＩＩ 抗体效价。
采用免疫组化染色方法检测踝关节相关免疫

因子的表达。 蜡块切成 ４ μｍ 的薄片，６０℃ 烘烤 ２
ｈ，脱蜡，水洗，经高压修复后用 ３％的过氧化氢溶液

封闭 １０ ｍｉｎ 以阻断内源性过氧化物酶，然后滴加

ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃１７ 抗体稀释液于 ４℃孵育过

夜，经 ＰＢＳ 冲洗后滴加二抗，３７℃孵育 １ ｈ，ＤＡＢ 显

色，苏木素复染，透明后封片。 目标蛋白被标记为

棕黄色。 用 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ 数字切片扫描仪扫描切片，
并用图像软件截取 ２０ × 的照片，用 ＩＰＰ６􀆰 ０ 软件分

析其阳性表达光密度（ＩＯＤ）。
１􀆰 ４　 统计学方法

用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计分析，所有数据以

平均数 ±标准误（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ） 表 示， 计 量 资 料 应 用

ＡＮＯＶＡ 方差分析评价试验结果，两两比较采用 ＬＳＤ
检验，等级资料应用秩和检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差

异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般观察情况

Ｌｅｗｉｓ 和Ｗｉｓｔａｒ 大鼠的正常对照组均饮食正常，
精神状态良好，动作敏捷，四肢有力。 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组

有 ８ 只大鼠在首次免疫后第 １０ 天出现活动减少，精
神萎靡，毛发粗乱，轻微脱毛，足掌部肿胀明显，第
２１ 天肿胀达到高峰，随后肿胀缓慢消退并从第 ５ 周

进入平缓期，其余 ２ 只未见足掌肿胀，Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组

的成模率为 ８０％ 。 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组 １０ 只大鼠均在首次

免疫后第 １４ 天出现脚掌和踝关节肿胀，第 ２４ 天肿

胀达到高峰，随后肿胀消退，第 ８ 周进入平缓期，
Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组的成模率为 １００％ ，且脚趾和关节变形
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严重，尾部有结痂。 由表 １ 可见，第 ３ 周、６ 周、９ 周、
１２ 周时 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组和 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组关节炎指数均

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），第 ６ 周后 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组关节炎

指数均高于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且随时间的

延长，个体差异减少。
２􀆰 ２　 足容积和足掌厚度

由图 １ 显 示， 与 Ｌｅｗｉｓ 正 常 对 照 组 比 较，
Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ组首次免疫后第 ２ 周至 １２ 周足容积、足掌

厚度和足容积增长率、足掌厚度增长率均显著增加

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），足容积曲线和足容积增长率曲线在第

３ 周达到高峰，随后曲线逐渐下降，第 ８ 周后曲线变

平；足掌厚度曲线和足掌厚度增长率曲线也在第 ３
周达到高峰，随后曲线下降，在第 ７ 周后曲线变平。

而图 ２ 显示，与 Ｗｉｓｔａｒ 正常对照组比较，Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ
组第 ２ 周至 １２ 周足容积、足掌厚度和足容积增长

率、足掌厚度增长率均显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且足

容积曲线、足掌厚度曲线和足容积增长率曲线、足
掌厚度增长率曲线均在第 ３ 周达到高峰，在第 ５ 周

后曲线变平。
２􀆰 ３　 血清抗 ＣＩＩ 抗体效价水平

由图 ３ 可见，与正常对照组比较，Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组

和Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ组血清抗 ＣＩＩ 抗体效价均显著升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比较，首次免疫后 ６ 周、９ 周

和 １２ 周时Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ组血清抗 ＣＩＩ 抗体效价均明显

低于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组大鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

表 １　 Ｗｉｓｔａｒ 和 Ｌｅｗｉｓ 大鼠 ＲＡ 模型关节炎指数（ＡＩ）评分比较
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｅｘｅｓ （ＡＩ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ ａｎｄ Ｌｅｗｉｓ ｒａｔ ＲＡ ｍｏｄｅｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

３ 周
３ ｗｅｅｋｓ

６ 周
６ ｗｅｅｋｓ

９ 周
９ ｗｅｅｋｓ

１２ 周
１２ ｗｅｅｋｓ

Ｗｉｓｔａｒ 正常对照组
Ｗｉｓｔａｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组
Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ４３ ± ０􀆰 ７８＃＃ ８􀆰 ５７ ± １􀆰 ３２＃＃ １２􀆰 １４ ± １􀆰 ６０＃＃ １２􀆰 ２９ ± １􀆰 ３２＃＃

Ｌｅｗｉｓ 正常对照组
Ｌｅｗｉｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组
Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 ００ ± １􀆰 ８４＃＃ １４􀆰 ６７ ± ０􀆰 ５２＃＃∗ １５􀆰 １７ ± ０􀆰 ３７＃＃∗ １５􀆰 ６７ ± ０􀆰 ２０＃＃∗

注：与正常对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

图 １　 Ｌｅｗｉｓ 大鼠足容积和足掌厚度

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｐａｗ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｐａｗ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｅｗｉｓ ｒａｔｓ
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图 ２　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠足容积和足掌厚度

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｐａｗ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｐａｗ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

注：与正常对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组

比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 血清抗 ＣＩＩ 效价抗体水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉ⁃ＣＩＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

２􀆰 ４　 后肢足关节形态和骨密度

由图 ４ 后肢 Ｘ 光片检查结果显示， Ｌｅｗｉｓ 和

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠的正常对照组关节结构完整清楚，足趾

各关节空隙清晰， 均未见踝关节软组织肿胀。
Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组和 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组均出现踝关节软组织肿

胀，足趾各关节空隙狭窄且模糊，关节变形等病变。
与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比较，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组的足趾关节肿胀

和骨质损伤更严重。 图 ５Ｘ 光片的骨密度分析结果

显示，与正常对照组相比 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组和 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ
组股骨和胫骨骨密度均明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但两

模型组之间差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 踝关节常规病理组织学观察

ＨＥ 染色结果显示，Ｌｅｗｉｓ 和 Ｗｉｓｔａｒ 正常对照组

大鼠踝关节结构清晰，脂肪性滑膜和纤维性滑膜未

注：Ａ：Ｗｉｓｔａｒ 正常对照组；Ｂ：Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组；Ｃ：Ｌｅｗｉｓ 正常对照组；Ｄ：
Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组；“→”表示肿胀变形严重。

图 ４　 后肢足关节形态

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｗｉｓｔａｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ： Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ． Ｃ： Ｌｅｗｉｓ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ． Ｄ： Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ． “ → ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｅｒｉｏｕｓ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ
ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｒａｄｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂ ｊｏｉｎｔｓ

见明显增生，软骨完整，未见炎症细胞浸润。 两模

型均出现软骨侵蚀，滑膜增生，大量炎症细胞浸润，
破骨细胞增多，侵蚀、溶解全层骨组织，并有血管翳

形成。 与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比较，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组软骨层破

坏更严重、血管翳形成更多（图 ６）。
２􀆰 ６　 关节滑膜细胞因子的表达

免疫组化显示，与 Ｗｉｓｔａｒ 和 Ｌｅｗｉｓ 大鼠的正常

对照组比较，Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组和 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组大鼠踝关
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注：与正常对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比

较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 后肢骨密度分析

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆ ｉｇ． ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｈｉｎｄ ｌｉｍｂｓ

节滑膜中 ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７Ａ 的表达显著增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＩＬ⁃１０ 表达明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比较，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组 ＶＥＧＦ 表达显著

高于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＩＬ⁃１７Ａ 则显著低于

Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 的表达则无

明显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（图 ７、图 ８）。

注：Ａ：Ｗｉｓｔａｒ 正常对照组；Ｂ：Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组；Ｃ：Ｌｅｗｉｓ 正常对照组；Ｄ：Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组。

图 ６　 ＨＥ 染色观察结果（Ｂａｒ ＝ ２５０ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｗｉｓｔａｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｌｅｗｉｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｔｉｃｕｌａｒ ｂｏｎｅ ａｎｄ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

３　 讨论

牛 ＩＩ 型胶原（ＣＩＩ）诱导大鼠 ＲＡ 模型中，常用造

模的首次免疫剂量为每只０􀆰 ２ ～ ０􀆰 ４ ｍｇ［７ － ８］，加强免

疫剂量为每只 ０􀆰 ２ ｍｇ，其中，Ｌｅｗｉｓ 大鼠造模的首次

免疫剂量以每只 ０􀆰 ２ ｍｇ 或 ０􀆰 ４ ｍｇ 居多［９ － １０］，而
Ｗｉｓｔａｒ 大鼠造模的首次免疫剂量以每只 ０􀆰 ４ ｍｇ 居

多［５，１１］。 我们前期研究曾在 Ｌｅｗｉｓ 大鼠造模中使用

ＣＩＩ 首次免疫注射剂量每只 ０􀆰 ４ ｍｇ，发现免疫后注

射部位尾根部出现溃烂断裂。 本实验中，将 Ｌｅｗｉｓ
大鼠造模的 ＣＩＩ 首次免疫剂量改为每只 ０􀆰 ３ ｍｇ，虽
也出现尾部有结痂，但未见尾根部溃烂断裂；Ｌｅｗｉｓ
大鼠首次免疫后第 １４ 天出现肿胀，第 ２４ 天达到高

峰，随后肿胀逐渐消退，第 ７ 周进入平缓期，其成模

率为 １００％ ，与文献描述一致［１２］；Ｗｉｓｔａｒ 大鼠造模使

用 ＣＩＩ 的首次免疫剂量为每只 ０􀆰 ４ ｍｇ，首次免疫后

分别在第 １０ 天出现肿胀，第 ２１ 天达到高峰，随后肿

胀消退，第 ５ 周进入平缓期，成模率 ８０％ 。 足容积、
足掌厚度测定结果也发现，Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组和 Ｌｅｗｉｓ⁃
ＲＡ 组足容积、足掌厚度均在第 ３ 周达到高峰，随后

逐渐下降，Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组的足容积、足掌厚度在第 ５
周后稳定在一定程度，而 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组足容积、足掌

厚度分别在第 ８ 周和第 ７ 周后稳定在一定程度，与
Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组的关节肿胀持续时间

长 ２ ～ ３ 周。 说明 ＣＩＩ 诱导后，Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肿胀出现

快，但消退也快，肿胀的持续时间较短；而 Ｌｅｗｉｓ 大

鼠肿胀出现慢，但消退更慢，肿胀的持续时间长。
且 ＡＩ 评分结果显示，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组 ＡＩ 第 ６ 周后明显

高于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组，说明 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组的关节损伤程

度大于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组，这可能与 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 的关节肿

胀的持续时间有关。
类风湿关节炎会导致关节软骨、骨组织结构破
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注：与正常对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ７　 关节滑膜 ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１７Ａ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１０， ＩＬ⁃１７Ａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ８　 踝关节 ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７Ａ、ＩＬ⁃１０ 免疫组化结果（Ｂａｒ ＝ ２５０ μｍ）
Ｆｉｇ． ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１７Ａ ａｎｄ ＩＬ⁃１０ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｋｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

坏以及功能障碍，也是继发骨质疏松的重要原

因［１３］。 后肢 Ｘ 光片检查结果发现，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组和

Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组均出现踝关节软组织肿胀，足趾各关节

空隙狭窄且模糊，关节变形等病变。 但 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组

的足趾关节肿胀和骨质损伤更严重。 且对 Ｘ 光片

的骨密度分析结果发现，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组和 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ
组股骨和胫骨骨密度均明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明

Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 和 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 已出现了骨质疏松的症状。
组织病理学观察发现，Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组和 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组

大鼠踝关节均出现了滑膜增生、血管翳形成，软骨

破坏和骨侵蚀等典型的 ＲＡ 症状，且 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组大

鼠的软骨破坏更严重，血管新生和滑膜血管翳形成

更多，这说明 Ｌｅｗｉｓ 大鼠的关节损伤更为严重。
ＣＩＩ 抗体免疫应答与 ＲＡ 关节的系统性受累以

及持续的慢性发展有着紧密联系。 本实验结果显

示 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组大鼠的血清抗 ＣＩＩ 抗体效价低于

Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组大鼠，这可能与 Ｌｅｗｉｓ 大鼠 ＣＩＩ 的首次

免疫剂量低于 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠有关。 然而从发病率来
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看，Ｘ 光片和组织病理学观察结果表明 Ｌｅｗｉｓ 大鼠

的关节损伤更严重，这可能与 Ｌｅｗｉｓ 大鼠自身遗传

的生理特性有关。 Ｌｅｗｉｓ 大鼠先天的下丘脑 － 垂体

－肾上腺（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ａｄｒｅｎａｌ，ＨＰＡ）轴功

能低下［１４ － １５］，免疫亢进，易感类风湿关节炎和实验

性脑脊髓炎等自身免疫性疾病［１６］，说明 Ｌｅｗｉｓ 大鼠

更易诱导形成类风湿关节炎模型。
慢性炎症反应是 ＲＡ 的主要发病机制，淋巴细

胞浸润及其分泌促炎因子和抗炎因子之间的相互

作用和调节，形成复杂的调控网络，控制着关节炎

的发生和发展［１７］。 ＩＬ⁃１７Ａ 是具有强大致炎作用的

促炎细胞因子，能促进成纤维细胞分泌 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、
ＧＭ⁃ＣＳＦ 等炎症因子，并能刺激破骨细胞分化和活

化，是导致滑膜炎症、骨破坏的重要因素［１８ － １９］。 ＩＬ⁃
６ 在骨的新陈代谢中诱导破骨细胞前体分化成真正

的破骨细胞，是进一步破坏骨和软骨的主要因素，
ＩＬ⁃６ 水平与慢性滑膜炎的局部关节症状及关节破坏

的严重程度密切相关［２０］。 ＩＬ⁃６ 可提高 ＶＥＧＦ 的水

平，ＶＥＧＦ 作为血管新生的重要诱导剂，对 ＲＡ 滑膜

炎症和滑膜血管翳的形成具有重要作用［２１］。 ＩＬ⁃１０
是一种抗炎性因子，在类风湿关节炎的发病中起一

定作用，中和 ＩＬ⁃１０ 后关节炎加重［２２］。 本实验结果

显示，Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组和 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组踝关节滑膜中

ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７Ａ 的表达显著增加，而 ＩＬ⁃１０ 表达

明显降低，表明在 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 模型和 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 模型

的病理过程与 ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７Ａ 和 ＩＬ⁃１０ 的表达

密切相关。 实验结果还显示，Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 组关节滑膜

ＩＬ⁃１７Ａ 表达低于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组，而 ＶＥＧＦ 表达则高

于 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 组，提示 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＲＡ 模型中 ＩＬ⁃１７Ａ 的

促炎作用更强，而 Ｌｅｗｉｓ⁃ＲＡ 模型关节滑膜血管新生

和血管翳形成更明显，可能是与 ＶＥＧＦ 的高表达

有关。
ＲＡ 是一种自身免疫性炎症性疾病，临床表现

为关节肿胀、疼痛、变形，其病理是以滑膜持续炎

症，骨骼破坏及软骨降解为特征［２３］。 炎症细胞因子

激活破骨细胞是局部骨破坏的重要原因之一［２４］。
本实验通过 ＣＩＩ 诱导建立大鼠 ＲＡ 模型，均出现了关

节肿胀、变形，活动减少等症状，关节炎指数升高，
关节滑膜中 ＶＥＧＦ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１７Ａ 的表达增加，ＩＬ⁃１０
表达下降，与临床的症状表现和病理机制相符。 但

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠模型和 Ｌｅｗｉｓ 大鼠模型的病程、病症和病

理特点存在一定的差异。 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠胶原诱导后肿

胀出现快，但肿胀的持续时间较短；而 Ｌｅｗｉｓ 大鼠胶

原诱导后肿胀出现慢，但肿胀的持续时间长，Ｗｉｓｔａｒ
大鼠造模价格便宜，但成模率低，而 Ｌｅｗｉｓ 大鼠价格

高，但成模率 １００％ ，且关节损伤更为严重、血管新

生和血管翳形成更明显。 因此，对这两种模型的选

择需要根据其不同的病征特点以及实验目的综合

考虑而定。
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